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Streptococcus pneumoniae é um perigoso microorganismo patogénico capaz de causar 
várias doenças em seres humanos. O polissacarídeo capsular é um importante factor de 
virulência desta bactéria. A sua biossíntese é precedida de uma activação sequencial de 
açúcares que são adicionados numa ordem específica a um receptor lipídico por 
glicosiltransferases (GT). A proteína WchA é a primeira desta família de proteínas a actuar 
sendo responsável pela adição do primeiro açúcar ao receptor lipídico. Após a produção da 
unidade repetida do polissacarídeo, este é transportado através da membrana e depois 
transferido para a parede celular. Pensa-se que as proteínas Wzh, Wzd e Wze sejam proteínas 
reguladoras deste processo que actuam sob a forma de complexo membranar mas cuja sua 
exacta função e localização é desconhecida. 
S. pneumoniae é um microorganismo microaerófilo. Este tipo de metabolismo não é 
totalmente compatível com a utilização da proteína verde fluorescente (GFP) para estudos de 
biologia celular. Nesta tese reportamos a construção de um plasmídio que permite a expressão 
de uma outra proteína fluorescente, a mCherry, a níveis que não revelam quaisquer sinais de 
toxicidade. Com esta nova ferramenta pudemos expressar em S. pneumoniae derivados 
fluorescentes das proteínas envolvidas na biossíntese da cápsula, destacando-se um particular 
interesse à proteína de fusão Wze-mCherry. Pensa-se que a Wze tenha um papel fundamental 
neste processo estando proposta a função de polimerase do polissacarídeo capsular.
O conjunto de resultados obtidos permite-nos enquadrar a síntese da cápsula no 
modelo de divisão celular, onde sugerimos que, ao contrário do peptidoglicano que é 
sintetizado em dois locais de produção (septal e periférica), a síntese da cápsula só ocorre 
num local: no septo.    
Palavras-Chave: Streptococcus pneumoniae; Fluorescência; Ciclo celular; Cápsula; Wze;
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RESUMO
ABSTRACT
Streptococcus pneumoniae is a major human pathogen capable of causing a wide 
range of diseases in humans. CPS (capsular polysaccharide) is a major virulence factor in
these pathogenic bacteria. Biosynthesis of CPS RU (repeated units) proceeds by the 
sequential, ordered transfer of activated sugar residues to a lipid carrier molecule by 
committed GTs (glycosyltransferases).  WchA is the first of this GT family of proteins to act, 
and is responsible for the addition of the first sugar to the lipid carrier molecule. Following 
RU addition, the CPS is transported across the cell membrane and is then attached to the cell 
wall. Wzh, Wzd and Wze are all thought to be regulators of this process and are believed to 
act as a complex within the membrane, however the exact function and localization is 
unknown.
S. pneumoniae is a microaerofilic microorganism. This type of metabolism is not
compatible with the usage of Green Fluorescent Protein (GFP) for cellular biology studies. In 
this thesis we report the construction of a plasmid that allows the expression of an alternative 
fluorescent protein, mCherry, without any signs of toxicity. With this new tool we were able 
to express fluorescent derivates of capsular biosynthesis proteins in S. pneumoniae. We were 
particularly interested in the Wze-mCherry fusion as Wze is thought to play a major role in 
this process and it has been proposed that Wze could be the CPS polymerase.
Taking into account the results that were obtained here, we were able to fit the process 
of capsular synthesis into the existing model for cell division. We propose that, in contrast to 
peptidoglycan synthesis which is proposed to occur at both the septum and at the periphery, 
capsular synthesis occurs in only one place: the septum.
Keywords: Streptococcus pneumoniae; Fluorescence; Cell cycle; Capsule; Wze
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1INTRODUÇÃO
Streptococcus pneumoniae é uma bactéria Gram-positiva, de conteúdo G+C baixo e 
naturalmente transformável (32). Os primeiros isolados foram obtidos na década de 1880 e 
demonstrou-se, na mesma altura, a sua capacidade de provocar doença no ser humano. Esta 
bactéria é encontrada em pessoas de todas as idades e na ausência de tratamento adequado 
estima-se ter uma fatalidade de 30% a 35% em adultos. Pneumonia, meningite, endocardite, 
otite e septicemia são representativas da patogenecidade deste organismo (4). Um melhor 
conhecimento da biologia e habitat deste microorganismo bem como dos processos de 
infecção são determinantes para o desenvolvimento de estratégias de combate ou prevenção 
das doenças por ele provocadas.
O ciclo celular de S. pneumoniae
A divisão bacteriana é um fenómeno complexo que requer a coordenação de diversos 
processos que incluem a segregação cromossomal, a constrição da membrana citoplasmática e 
síntese da parede celular no local de septação. Estes últimos passos que envolvem reacções de
polimerização do peptidoglicano são essenciais para manter a forma celular e conferir protec-
ção à elevada pressão osmótica a que a bactéria está sujeita (31). S. pneumoniae apresenta seis 
proteínas com afinidade para a penicilina (PBP), responsáveis pela síntese do peptidoglicano 
(44). A PBP2x e a PBP2b são proteínas de classe B e possuem uma única função 
transpeptidásica. A PBP1a, PBP1b e PBP2a são de classe A sendo bifuncionais com 
actividade de transpeptidase e glicosiltransferase. Estas são as cinco proteínas PBP de elevado 
peso molecular. De baixo peso molecular está unicamente descrita a PBP3.
S. pneumoniae pode ser descrito como uma bactéria semelhante a uma bola de futebol 
americano sendo a sua forma determinada por um anel equatorial que deriva de um excesso 
de crescimento da parede celular (Figura 1 – I). Esse mesmo anel é mais tarde duplicado 
durante o processo de divisão celular em dois anéis que começam a separar-se e, posterior-
mente, irão originar os futuros locais de divisão celular nas células-filha (38). Na área com-
preendida entre os dois anéis – placa equatorial - existe a síntese da parede celular (9, 38). 
Esta é denominada por síntese periférica, responsável pelo alongamento da bactéria (38), onde 
estarão envolvidas pelo menos a PBP2a e a PBP2b (24) (Figura 1 – II). 
A síntese da parede celular engloba ainda uma segunda fase associada à divisão celu-
lar ou septação, onde só são encontradas as PBP1a e PBP2x (24) (Figura 1 – III-VI).
2Por imunofluorescência foi demonstrado – e proposto um modelo para tal - algumas 
das relações existentes entre estas PBP e proteínas envolvidas na divisão celular (24). Neste 
modelo encontramos então, a FtsZ que, por homologia a E. coli, deverá polimerizar-se junto 
do folheto interior da membrana citoplasmática e é responsável pela constrição do anel for-
mado que leva à invaginação membranar (2); a FtsW é a hipotética translocase dos precurso-
res do peptidoglicano para o exterior que, posteriormente, serão incorporados na superfície 
celular pelas PBP (16, 24). Em traços gerais, o modelo refuta a ideia da existência de com-
plexo macromolecular constituído por todas as Fts e proteínas PBP responsável por toda a 
divisão celular e que acompanhe todo o processo de septação. Os resultados indicam que 
existe uma dissociação temporal entre a invaginação da membrana (dependente da FtsZ) e a 
síntese da peptidoglicano (dependente das FtsW / PBP1a e PBP2x). Para tal processo, todas 
estas proteínas encontram-se inicialmente na placa equatorial e são deslocadas, desfasada-
mente, para o local de septação (24). Assim, defende-se que a síntese da parede ocorre em 
dois locais distintos: primeiro, nos anéis equatoriais por acção de, pelo menos, a PBP2a e 
PBP2b e posteriormente, no septo por intermédio da PBP1a e PBP2x, como já referido (12, 
24) (Figura 1).
A PBP3 poderá ter um papel regulador no processo de síntese da parede. Mutantes 
desta proteína permitem a co-localização do anel FtsZ e de um aparente anel FtsW, assim 
como, simultaneamente, a deslocalização das proteínas PBP (25). Adicionalmente não se 
observa esta localização desfasada no tempo, o que acontece em bactérias normais (24).
Assim, pensa-se que a síntese do peptidoglicano estará provavelmente coordenada com o 
restante processo de divisão celular (25).
Outros processos necessários à síntese da superfície celular e que envolvem diferentes 
complexos proteicos poderão ocorrer no mesmo local da síntese do peptidoglicano. Entre eles 
poderão estar o transporte de proteínas extracelulares e ligação dessas proteínas à parede, a 
síntese de ácidos teicóicos e a síntese dos polissacarídeos capsulares que é objecto de estudo 
nesta tese.
A cápsula de S. pneumoniae
O controlo das doenças causadas por S. pneumoniae tem vindo a complicar-se com o 
aumento da prevalência de estirpes resistentes aos antibióticos. Essencial à virulência de S. 
pneumoniae é a cápsula que confere a este organismo a capacidade de, por um lado, adesão 
tecidular, por outro, protecção da acção das defesas imunológicas (3, 27). Foram recente-
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Maquinaria de divisão celular localiza-se nos anéis equatoriais assinalados
com:
Início da formação das placas equatoriais (a amarelo) por actividade da
maquinaria da síntese de parede periférica, (a verde) pbp2a e pbp2b. FtsZ (a
roxo) inicia a invaginação membranar
Figura 1
III
IV
O anel de constrição de FtsZ não co-localiza com a proteína FtsW (a azul
claro). Início da síntese da parede no septo pela maquinaria responsável (a
laranja), pbp2x e pbp1a. A maquinaria da síntese periférica permanece
funcional. Inicio da invaginação das placas equatoriais (amarelo) que
poderá não ser perceptível em microscopia.
Invaginação das placas equatoriais visível e em estado avançado.
Maquinarias de síntese permanecem nos locais descritos em III.
Proteínas necessárias à divisão celular e maquinaria de síntese periférica 
recrutadas para os anéis equatoriais das células-filha. A proteína FtsZ 
Figura 1 – Modelo de divisão celular de Streptococcus pneumoniae
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poder-se-á encontrar a iniciar um novo anel de constrição. Maquinaria de 
síntese da parede septal permanece no septo.
Maquinaria de divisão septal permanece no septo até estar concluída a 
separação celular. Maquinaria de síntese periférica está funcional. Novas 
placas equatoriais estão a ser produzidas (a laranja)
3mente sequenciados os loci de 90 serotipos diferentes existentes (8). Cada um destes serotipos 
tem um diferente tipo de unidade repetitiva oligossacarídica que lhes confere diferentes pro-
priedades antigénicas (11).
Pensa-se que a maioria das cápsulas de S. pneumoniae deverá ser sintetizada por um 
mecanismo semelhante à exportação do antigénio O de E. coli, isto é, dependente da proteína 
Wzy. A síntese da cápsula é um processo complexo que requer a activação de diferentes 
monossacáridos que vão sendo adicionados sequencialmente a um transportador lipídico 
incorporado na face intracelular da membrana citoplasmática. A adição sequencial dos mes-
mos constituirá o oligossacárido que é exportado através da membrana e polimerizado (42). 
Pensa-se que em Gram-positivas, o polissacarídeo é ainda ligado ao peptidoglicano (36).
O conjunto dos enzimas necessários à biossíntese da cápsula inclui: transferases, que 
adicionam diferentes açúcares e realizam as diferentes ligações entre os monossacáridos; uma 
glicosil fosfato transferase responsável pela adição do açúcar inicial; uma flipase responsável 
pela exportação do oligossacárido e uma polimerase (19, 33).
Os genes cpsA (Wzg), cpsB (Wzh), cpsC (Wzd) e cpsD (Wze) codificados na região 5’ 
do operão da cápsula de S. pneumoniae são extremamente conservados em todos os serotipos, 
excepto no 3 e 37, e codificam as possíveis proteínas reguladoras do processo biossintético 
(19, 27). O gene cpsE (WchA) codifica a glicosil transferase necessária no início do processo 
de síntese e foi recentemente proposta a sua inclusão no grupo de proteínas conservadas nos 
diferentes serotipos (10).  
O modo de funcionamento e a localização destas proteínas estão ainda por esclarecer, 
no entanto, já foi demonstrada uma relação funcional entre proteínas Wzh, Wzd e Wze que 
em vários aspectos permanece enigmática (6, 7, 26, 28, 29, 30, 33). Está proposto, com base 
nas semelhanças encontradas com o mecanismo de produção da cápsula de tipo 1 de E. coli,
que a Wzd e a Wze formem um complexo membranar que exporta e polimeriza os oligossacá-
ridos precursores da cápsula. (43). Foi também proposto que este complexo seja responsável 
por regular o comprimento e quantidade de cápsula a ser produzido (39, 45). A Wze é uma 
cinase com domínios de tirosina capaz de se autofosforilar de modo dependente da Wzd (30).
A autofosforilação da Wze, por sua vez, interfere com a sua actividade e com os níveis de 
cápsula produzidos, contudo papel da fosforilação / não-fosforilação desta proteína ainda está 
por esclarecer (6, 30). A proteína Wzh é uma fosfatase dependente de magnésio (28) capaz de 
desfosforilar os domínios de tirosina da proteína Wze, o que faz dela uma possível proteína 
reguladora da biossíntese da cápsula (7, 28). Tal como já referido, a forma como todas estas 
4proteínas interagem e com que objectivo é ainda enigmática, no entanto, não é de excluir a 
hipótese de que factores externos, como o oxigénio, possam aqui exercer algum papel (41).
A elevada homologia, quer a nível estrutural, quer a nível funcional, das proteínas 
Wzd e Wze com Wzc de E. coli (39, 45) e o modelo da produção da cápsula em E. coli K1 
(43) faz com que, num hipotético modelo ambas sejam consideradas como pertencentes a um 
complexo membranar juntamente com outras proteínas codificadas no operão da cápsula (8, 
46). Contudo, verificou-se ser possível recuperar a proteína Wze predominantemente numa 
fracção citoplasmática (30). 
A WchA é uma proteína que tem como função adicionar o primeiro monossacárido ao 
precursor lipídico (10, 34). A sua localização é potencialmente membranar, baseada na 
homologia com WbaP, de Salmonella enterica. Ambas as proteínas possuem cinco potenciais 
domínios transmembranares e está demonstrado que a actividade de WbaP está dependente da 
sua associação à membrana (40).
Nesta tese procurou-se contribuir para o esclarecimento da localização da síntese da 
cápsula tentando-se fazer o seu enquadramento ao nível do ciclo celular de S. pneumoniae.
Para tal, o objecto deste estudo serão: a WchA, que deverá fornecer indicações sobre o local 
onde se inicia a síntese da cápsula; a Wze, a hipotética polimerase que deverá indicar o local 
ou os locais de síntese deste polissacarídeo. 
Fluorescência em S. pneumoniae
Para determinar a localização de derivados fluorescentes de proteínas recorre-se, 
geralmente, ao uso da proteína verde fluorescente (GFP). O grande obstáculo à utilização de 
GFP em S. pneumoniae está provavelmente relacionado com o facto de este organismo ser 
microaerófilo, dado que para a GFP poder emitir fluorescência é necessária uma oxidação 
pós-traducional assim como um pH adequado (37).
Contudo, nos últimos anos têm vindo a ser desenvolvidas algumas ferramentas usando 
GFP em S. pneumoniae. Em 2000, foi publicado o desenvolvimento de um plasmídio capaz 
de produzir GFP funcional em S. pneumoniae (1). Esta GFP apresenta um conjunto de modi-
ficações que a tornam mais solúvel e mais fluorescente, além da adição ao plasmídio de uma 
região melhorada de início da tradução (TIR) que envolve uma sequência Shine-Delgarno
(SD) e uma sequência promotora da tradução do gene 10 do fago T7 (23). Nesse estudo é 
também observado o facto de se detectar um decréscimo da fluorescência em função do cres-
cimento celular o que é indicativo de que um ou mais componentes necessários, ou inibitó-
5rios, para a fluorescência estão a ser consumidos, ou acumulados, respectivamente, durante o 
crescimento. A degradação do oxigénio ou as alterações do pH são apontadas como as princi-
pais responsáveis por esta perda de fluorescência (1). A possibilidade de expressar proteínas 
fluorescentes em S. pneumoniae revelou-se extremamente útil para estudos da biologia da 
infecção, porém, não foram feitos avanços na área da biologia celular.
Para o desenvolvimento de estudos na referida área é necessário expressar proteínas 
fluorescentes com diferentes espectros de emissão de modo a poder-se co-localizá-las in vivo. 
Esta expressão não poderá ter custos para as bactérias ao nível de morfologia, taxa de cresci-
mento e não deverá levar à produção de artefactos que poderão ocorrer devido a uma elevada 
expressão deste tipo de proteínas.
A mCherry é uma proteína derivada de Discosoma sp de nome original DsRed. Um 
conjunto extenso de optimizações levou a que esta proteína, inicialmente um tetrâmero, se
mantivesse fluorescente na forma monomérica (mRFP1). A partir deste monómero foram 
realizadas substituições específicas de aminoácidos que levaram à criação dos diferentes e 
melhorados fluorocromos denominados mFruits, onde se inclui a mCherry. Além destas 
modificações, a maior parte destes fluorocromos sofreram alterações na extremidade amínica, 
por adição de uma sequência estimuladora derivada de GFP (MVSKGEE) e de uma sequência 
espaçadora (NNMA ou DNMA, no caso do mCherry) de modo a conferir uma maior estabili-
dade a fusões nesta extremidade sem alterar os seus níveis de fluorescência (35).  
Esta tese tem como objectivos:
a) Desenvolver uma estratégia que permita expressar e detectar diferentes proteínas 
fluorescentes em S. pneumoniae sem que a mesma interfira com o crescimento 
celular. Para isso utilizar-se-ão diferentes proteínas fluorescentes tais como a pro-
teína azul ciano fluorescente (CFP) e a proteína amarela fluorescente (YFP) e a 
mCherry sob o controlo de dois tipos distintos de promotores.
b) Estudar um conjunto de condições que se sabem que podem interferir na 
fluorescência com vista a optimizar a emissão da mesma a partir de diferentes 
proteínas fluorescentes. 
c) Localizar duas proteínas envolvidas em diferentes fases da síntese da cápsula: a 
Wze e a WchA, integrando os resultados no contexto do ciclo celular e especifici-
dade de serotipo.
6MATERIAIS E MÉTODOS
Estirpes Bacterianas e Condições de Crescimento: As estirpes bacterianas, assim como os 
plasmídios utilizados neste estudo, encontram-se descritos na Tabela I (Anexos). Cresceu-se, 
a 37ºC com agitação, E. coli DH5αpROD17 DH5αpMUTIN-CFP e DH5αpMUTIN-YFP em 
meio Luria Broth (LB) suplementado com ampicilina a 100 μg/mL. Culturas de S.
pneumoniae incubaram-se em meio C+Y em condições de microaerobiose a 37ºC (15). Para 
selecção plasmídica adicionou-se tetraciclina à concentração final de 1μg/mL. Para cresci-
mento em meio sólido, prepararam-se placas de TSA e suplementou-se com sangue de car-
neiro (Probiológica) à concentração final de 5% (v/v) e antibiótico às concentrações descritas. 
Acompanharam-se todos os crescimentos monitorizando a densidade óptica a 600nm. Excep-
ções a esta metodologia estão devidamente identificadas.
DNA plasmídico: Purificou-se o DNA plasmídico de E. coli DH5αpROD17 de acordo com 
as instruções do fabricante do kit comercial OMEGA. Para S. pneumoniae o procedimento foi 
semelhante com a excepção: usou-se um volume de cultura 10 vezes maior (50 mL) para puri-
ficação de uma quantidade de plasmídio significativa (Figura 2).
PCR: As reacções de PCR realizaram-se de acordo com os procedimentos padronizados para 
os enzimas Taq (Biorad) e Phusion (Frilabo) adaptando os tempos de extensão aos fragmentos 
de DNA a amplificar. Os primers utilizados encontram-se descritos na Tabela II (Anexos)
utilizando todos eles uma temperatura de hibridação com o DNA molde de 53ºC. 
Sequenciação: Todas as sequenciações foram realizadas pela StabVida, Oeiras.
Transformação de S. pneumoniae: Preparam-se células competentes de S. pneumoniae
R36A, ATCC6314, e ATCC10368 de acordo com procedimento descrito (21) e transforma-
ram-se de acordo com a metodologia publicada (22).
Extracção e análise de proteínas: Cresceram-se 300 mL de cultura de S. pneumoniae até à 
densidade óptica de 0.5 que foi incubada em gelo por 15 min antes da recolha do material 
celular por centrifugação que decorreu durante 20 min a 1500 x g. Após a mesma, ressuspen-
deram-se as células em 1,5 mL de PBS a 4ºC suplementado com PMSF à concentração final 
de 1mM e transferiu-se todo o volume para tubos de 2mL contendo 500 μl de esferas de 
7vidro. Submeteram-se estes tubos 3 ciclos de agitação usando o aparelho de Fast-Prep (45 seg
a 6.0 rpm cada) sendo intervalados por períodos de incubação de 10 min em gelo. No fim 
deste processo, sujeitaram-se os tubos a uma centrifugação de 16100 x g durante 10 min a 
4ºC. Removeu-se e armazenou-se o extracto proteico existente no sobrenadante a -20ºC.
Para visualização destes extractos, prepararam-se géis SDS-PAGE a 10%, de acordo 
com procedimentos padronizados. Elaborou-se o tampão de solubilização de acordo com o 
descrito (14). Antes da aplicação das amostras nos géis, procedeu-se a uma quantificação pelo 
método de Bradford de acordo com as instruções do fabricante (BIORAD). Aos diferentes 
géis adicionaram-se amostras de concentração proteica semelhante. Revelaram-se os géis no 
BioStorm, modelo 860, na gama vermelha do laser (excitação de 635 nm)
Análise por Microscopia de Fluorescência: Inocularam-se culturas de S. pneumoniae, 
resultantes de um crescimento durante a noite, na proporção de 1:100 em C+Y novo, previa-
mente aquecido, e deixaram-se crescer até uma densidade óptica de 0.15 – 0.2 ou, em casos 
excepcionais, outra densidade óptica devidamente identificada. Atingindo-se o crescimento 
celular pretendido, 1mL de cultura foi centrifugado durante 1min a 16100 x g e ressuspendido 
à densidade óptica final de 2.0 em C+Y novo à temperatura ambiente. Adicionou-se Hoechst 
33342 (Molecular Probes), que se liga ao DNA cromossómico, à concentração final de 3 
µg/mL e incubou-se à temperatura ambiente por 5 min. Foram preparadas lâminas de C+Y ou 
PBS suplementadas com agarose a 1% (p/v). Às mesmas adicionaram-se amostras de 3 μl de 
cultura para visualização no microscópio de fluorescência Leica DMRA2 equipado com a 
câmara CoolSNAP HQ Photometrics (Roper Scientific) responsável pela captação de imagens
e com os conjuntos de filtros: CFP (excitação: 434nm; emissão: 477 nm, para fluorescência 
emitida pela proteína CFP), YFP (excitação: 514nm; emissão: 527 nm, para fluorescência 
emitida pela proteína YFP), Texas Red (excitação: 596nm; emissão: 620 nm, para fluorescên-
cia emitida pela proteína mCherry), Dapi (excitação: 359nm; emissão: 461 nm, para fluores-
cência emitida pelo marcador de ADN Hoechst 33342). Para os referidos filtros utilizaram-se
os tempos de exposição de 5000ms (CFP/YFP), 2000ms a 5000ms (Texas Red) e 50ms
(Dapi). Excepções a esta metodologia estão devidamente identificadas.
Quantificou-se a fluorescência de uma cultura com o software Leica FW4000 onde foi 
estimada a diferença modular da intensidade média medida em janelas de observação de 2x2 
pixéis localizada dentro de uma bactéria e a intensidade média de 150 janelas localizadas em 
pontos aleatórios do plano de fundo nos respectivos filtros. Consideraram-se cerca de 150 
células por ensaio abrangendo, no mínimo, 3 fotografias em diferentes áreas da lâmina. 
8RESULTADOS
I – Metodologias e condições que permitem a expressão e visualização de proteínas fluo-
rescentes em S. pneumoniae
O oxigénio e o pH são factores essenciais para a conformação funcional de um fluoro-
cromo (37). O facto de S. pneumoniae ser um organismo microaerófilo poderá ter dificultado 
as estratégias baseadas nesta metodologia que se espera ser crucial para o melhor conheci-
mento deste microorganismo. Nas estratégias realizadas por outros grupos de investigação, 
apenas encontrámos uma metodologia que possibilitaria a expressão e visualização de proteí-
nas fluorescentes em S. pneumoniae. Trata-se então de uma GFP modificada (23) que é pro-
duzida a partir de um promotor forte e regulado (1). É proposta nesta tese a criação de um 
conjunto de plasmídios com 2 diferentes tipos de promotores (20) e proteínas fluorescentes de 
diferentes origens de modo a poder-se, posteriormente, co-localizar in vivo proteínas fluores-
centes em S. pneumoniae. Iremos ainda verificar se é possível desenvolver uma estratégia de 
expressão e de análise do conjunto destas proteínas de modo a eliminar possíveis custos para 
as células ao nível da morfologia, da taxa de crescimento e também ao nível dos artefactos na 
bactéria que, por vezes, podem ser produzidos devido a uma expressão elevada deste tipo de 
proteínas.
Construção plasmídica
O plasmídio pLS578 é um plasmídio replicativo em S. pneumoniae. Este plasmídio foi
descrito como possuindo um promotor forte, constituído por dois locais de reconhecimento da 
polimerase transcricional: o local -35 e o local -10. Este é um promotor considerado como 
raro em S. pneumoniae mas muito comum em E. coli. Na linha de investigação abordada des-
creveu-se ainda um segundo promotor, clonado no pLS558, constituído apenas pelo local -10 
e que é representativo dos típicos promotores de S. pneumoniae. A diferença de actividade de 
uma proteína expressa por ambos os plasmídios é de aproximadamente 22 vezes superior no 
pLS578 (20).
Isolou-se DNA do plasmídio pLS578 directamente de S. pneumoniae e visualizou-se
em gel de agarose 0,8% (p/v) (Figura 2). Verificou-se que a quantidade de DNA disponível é 
muito baixa e o seu isolamento pareceu ser acompanhado de um padrão de degradação do 
DNA cromossomal. Ambos os factores poderiam impossibilitar ou interferir com os processos 
9Figura 2 – Extracção em pequena escala de ADN plasmídico de S. 
pneumoniae em gel de agarose a 0,8% (p/v).
Incubou-se 50 mL de cultura até à densidade óptica a 600 nm de 0,5. 
Volume final da extracção foi de 50 µl  
Legenda: 1 – 12,5 µl de 50 µl de volume final de ADN; 2 – 25 µl de 
50 µl de volume final de ADN; 3 – Marcador de pesos moleculares
de clonagem. Dado que também existiu a necessidade de incluir novos locais de restrição 
decidiu-se então optar pela seguinte estratégia (Figura 3): amplificou-se todo o plasmídio com 
os primers 1 e 2 (Anexos, Tabela II) cuja autoligação, após digestão com NheI, originou um 
novo plasmídio: pLF04MCS (Anexos, Tabela I / Figura 3 - A). Nesta estratégia, adicionou-se 
também um novo local de restrição, reconhecido pelo enzima Nco I, para a clonagem das 
proteínas fluorescentes: mCherry, CFP e YFP. 
Amplificou-se a proteína mCherry a partir do plasmídio pROD17 com os primers 3 e 
4 (Anexos, Tabela II e Figura 3). O primer 3 introduziu alterações numa sequência de espa-
çamento, já existente na extremidade amínica, substituindo o local de restrição intrínseco, 
EcoRI, pelo local KpnI. O primer 4 (Anexos, Tabela II) adicionou os locais Nde I e Not I na
extremidade carboxílica para criação de uma nova sequência de espaçamento nessa extremi-
dade.
Amplificaram-se as proteínas YFP e CFP a partir do respectivo pMUTIN (18) com os 
primers 5 e 6 (Anexos, Tabela II) promovendo o mesmo tipo de alterações, isto é, a adição de 
um local Kpn I em N-terminal e os locais NdeI e NotI a C-terminal.
Os plasmídios resultantes destas fusões denominaram-se: pLF04mCherry (Anexos, 
Tabela I / Figura 3 - B), pLF04CFP e pLF04YFP.
Com o objectivo de reduzir a produção de proteínas fluorescentes no sentido de mini-
mizar possíveis efeitos que essa expressão possa ter na biologia da bactéria, modificou-se o 
promotor para um descrito como “fraco” (20). Para tal, amplificaram-se os plasmídios ante-
riormente construídos, com os primers 7 e 8 (Anexos, Tabela II e Figura 3) que permitiram a 
delecção do local -35 e, consequentemente, deveria reduzir o nível de proteína produzido
(20). A autoligação dos diferentes plasmídios, após digestão com SphI nos locais de restrição 
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introduzidos pelos primers, originou os plasmídios: pLF05mCherry (Anexos, Tabela I / 
Figura 3 - C), pLF05CFP e pLF05YFP.
Sequenciaram-se todos os plasmídios descritos neste capítulo a partir das zonas adja-
centes aos locais modificados usando os primers 9 e 10 (Anexos, Tabela II). Confirmou-se 
assim a inexistência de mutações na região codificante e na região do promotor que compro-
metessem a expressão das proteínas fluorescentes.
Em suma, criaram-se 6 diferentes tipos de plasmídios incorporando três proteínas fluo-
rescentes e dois promotores.
Análise de fluorescência em S. pneumoniae
Transformou-se para a estirpe não capsulada R36A todos os plasmídios descritos pre-
viamente. Na Figura 4 estão também representadas os níveis de fluorescências obtidos no 
interior de bactérias de S. pneumoniae em lâminas de PBS utilizando a metodologia descrita 
em Materiais e Métodos.
A visualização das células transformadas com o plasmídio pLF04MCS confirmou a 
não expressão de qualquer proteína fluorescente. Verificou-se que usando o filtro Texas Red 
(mCherry) a média das unidades relativas de fluorescência obtida foi de aproximadamente 0
(Figura 4 - B1). Com o filtro CFP detectou-se uma média de fluorescência de aproximada-
mente 40 unidades relativas (Figura 4 - C1) que pensamos ser devido à marcação do DNA
cromossómico com o marcador Hoescht 33342, dado termos obtido um resultado semelhante 
com o filtro Dapi (Hoescht) (Figura 4 – D1). A variação dos tempos de exposição neste filtro 
como objectivo de diminuir a interferência do marcador Hoescht não foi conseguida (dados 
não apresentados).
Nas células transformadas com o plasmídio pLF04mCherry observou-se com o filtro 
específico para este fluorocromo níveis de fluorescência a rondar as 125 unidades relativas de 
fluorescência. (Figura 4 – B2). Pelos resultados do plasmídio anterior sabemos que esta fluo-
rescência é devido a expressão da proteína mCherry. Usando o filtro CFP a fluorescência 
observada foi inferior ao verificado nas células com plasmídio pLF04MCS, pelo que não é 
significativa (Figura 4 – C2 e D2). 
Na análise das células R36A incorporando o plasmídio pLF04CFP não se verificou 
nenhuma fluorescência detectável através do filtro de Texas Red, como esperado (Figura 4 –
B3). A média de fluorescência em CFP foi idêntica em Dapi, no entanto, o padrão de 
distribuição é ligeiramente diferente o que pode sugerir que uma mínima percentagem das 
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células estejam ligeiramente fluorescentes mas não o suficiente para se poder usar em estudo 
de localização de proteínas (Figura 4 – C3 e D3).
As células R36A transformadas com o plasmídio pLF04YFP apresentaram um com-
portamento idêntico às transformadas com o plasmídio pLF04CFP, pelo que, não foi detec-
tada qualquer fluorescência significativa. 
Células contendo o plasmídio pLF05mCherry foram analisadas de igual modo. Con-
tudo, não foi detectada qualquer tipo de fluorescência com o filtro específico (Texas Red)
(Figura 4 – B4). Nos outros filtros o comportamento foi o expectável de acordo com os 
resultados anteriores. (Figura 4 – C4 e D4).
Os mesmos resultados foram observados na análise das estirpes capsuladas 
ATCC6314 e ATCC10368 transformadas com estes diferentes plasmídios (dados não apre-
sentados)
Não se verificaram alterações significativas nos respectivos tempos de duplicação (td) 
em meio semi-sintético C+Y a 37ºC (Figura 4 - A1, A2, A3 e A4) assim como não foram 
detectadas quaisquer tipos de alterações morfológicas nas estirpes que incorporam estes plas-
mídios. Assim concluiu-se que não deveria haver qualquer toxicidade significativa na expres-
são das proteínas fluorescentes existentes nos diferentes plasmídios.
Das proteínas testadas verificou-se então que a proteína mCherry será a melhor esco-
lha para a localização de derivados fluorescentes em S. pneumoniae, dado que permitiu a 
visualização de uma fluorescência significativa.
Principais factores que influenciam a fluorescência
Com o objectivo de tentar optimizar a fluorescência verificada e tentar identificar as 
condições óptimas para a visualização de proteínas fluorescentes em S. pneumoniae decidi-
mos analisar qual o comportamento da expressão de fluorescência da proteína mCherry a par-
tir dos plasmídios, pLF04mCherry e pLF05mCherry, e da proteína CFP a partir do plasmídio 
pLF04CFP. Para tal, analisaram-se amostras das diferentes culturas em quatro pontos de uma 
curva de crescimento. Simultaneamente testou-se a reprodutibilidade do conjunto dos resulta-
dos descritos anteriormente ao longo de várias gerações. Para este ensaio específico as lâmi-
nas de análise microscópica foram preparadas em PBS.
Na estirpe R36A incorporando o plasmídio pLF04mCherry verificou-se que ocorre 
uma diminuição da fluorescência com o aumento da densidade óptica ao longo do tempo: a 
fluorescência média foi máxima no início da fase exponencial (30 – 40 unidades), logo após a 
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diluição da cultura e quase desapareceu (fluorescência média de 5 unidades relativas de fluo-
rescência) quando a cultura se aproximou da fase estacionária (Figura 5 – A). Estes resultados 
foram sistematicamente consistentes ao longo de 5 crescimentos sequenciais. Bactérias R36A 
transformadas com os plasmídios pLF04CFP e pLF05mCherry foram submetidos à mesma 
metodologia, no entanto, não foi detectada qualquer fluorescência significativa nos respecti-
vos filtros.
Sabendo da importância do oxigénio para a fluorescência e conhecendo o metabolismo 
degradativo do mesmo nestas bactérias equacionou-se então que a provável diminuição de 
oxigénio ao longo do tempo induzida pelo crescimento da cultura pudesse explicar a diminui-
ção da fluorescência.
Testou-se assim diferentes modos de incubação da cultura de modo a permitir a per-
manência de oxigénio no meio a níveis não tóxicos para o crescimento bacteriano mas sufi-
cientes para a emissão de fluorescência pelo fluorocromo em estudo (Figura 5 – A, B, C e D). 
O crescimento realizado em tubos de ensaio de Φ10mm representa a metodologia 
normalmente utilizada e foi considerado como controlo do ensaio experimental (Figura 5 –
A). O mesmo volume de meio semi-sintético C+Y pré-incubado a 37ºC foi adicionado a todos 
os recipientes, assim como o mesmo volume de inoculo.
A partir dos resultados obtidos verificou-se que foi suficiente modificar o diâmetro do 
tubo de Φ10mm para Φ25mm para que ocorresse um aumento nos níveis de fluorescência, em 
todas amostras recolhidas ao longo do crescimento celular. A alteração dos diâmetros fez com 
que ocorresse também um aumento da superfície do meio em contacto com o ar (Figura 5 - B)
o que poderá justificar tal observação. No entanto, os níveis de fluorescência ao longo do 
tempo continuam a diminuir com o crescimento.
No crescimento em condições microaerófílas em Erlenmeyer (Figura 5 – C), o valor 
médio inicial foi ligeiramente inferior ao respectivo valor no crescimento em tubo de ensaio 
Φ25mm mas superior à referência, sendo o valor médio da fluorescência, com culturas a uma 
densidade óptica de 0,25-0,35, muito semelhante. Nos restantes intervalos analisados conti-
nuou a existir um decréscimo da fluorescência, porém, em amplitudes inferiores ao verificado 
no tubo Φ25mm e registando-se sempre níveis de fluorescência superiores. Por fim, nas con-
dições de agitação a 100rpm (Figura 5 – D), a fluorescência permaneceu com um valor inicial 
elevado mas inferior ao verificado no tubo de Φ25mm. Nos restantes tempos, os valores 
médios de fluorescência sofreram um ligeiro aumento. Porém, no fim, existiu um decréscimo 
abrupto, numa amplitude de 35 unidades relativas na fluorescência, que poderá ser justificado 
pelo início precoce da fase de morte da cultura (dados não apresentados). 
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Tentou-se também modificar a metodologia de preparação das lâminas de modo a 
permitir a visualização de fluorescência. Para tal, modificou-se apenas os meios em que se 
ressuspendiam as culturas antes da visualização microscópica (Figura 5 - E). Estabeleceu-se o 
controlo, células sem qualquer tipo de tratamento, e ressuspendemos lentamente novas amos-
tras da mesma cultura em C+Y novo, C+Y de crescimento e PBS. Observou-se então que era 
suficiente ressuspender as bactérias em meio novo ou PBS para que se verificasse um 
aumento da fluorescência comparativamente às células que se mantiveram no mesmo meio 
onde se propagaram (C+Y de crescimento). Estes valores foram reprodutíveis nas diferentes 
fases do crescimento, se bem que, a diferença de amplitude foi variável ao longo do tempo,
verificando-se um progressivo aumento dessa diferença obtida após este tratamento (dados 
não apresentados).
Os plasmídios pLF04CFP e pL05mCherry foram igualmente sujeitos a este conjunto
de condições, no entanto, nenhum sinal de fluorescência foi obtido (dados não apresentados).
II – Construção de proteínas de fusão e estudo da sua localização em S. pneumoniae
Os plasmídios construídos que codificam proteínas fluorescentes permitem a criação 
de novos vectores incorporando proteínas de fusão em ambas as extremidades. Encontram-se 
já descritas algumas fusões com as proteínas, ou homólogos, que pretendemos estudar. A 
topologia da FtsW e da Wzc, homóloga da Wze, foi determinada recorrendo ao método PhoA, 
onde se funde esta proteína a várias porções N-terminal das proteínas em estudo (14, 16). A 
função da WchA do serotipo 8 foi estudada recorrendo ao mesmo tipo de fusões mas com a 
adição de uma cauda de histidinas à mesma. Nesta caso, foi possível demonstrar que as várias 
fusões estavam funcionais (34) Por este conjunto de motivos, as construções descritas nesta 
tese são construções em C-terminal relativamente à proteína nativa em estudo (Figura 2 – D).
Amplificou-se o plasmídio pLF04mCherry com os primers 2 e 3 (Anexos, Tabela II) 
nas condições anteriormente descritas. Amplificaram-se os fragmentos de DNA codificantes 
para as proteínas FtsW de R6, WchA de ATCC6314 e Wze de ATCC6314 com os primers 12 
e 13, 14 e 15, 16 e 17, respectivamente (Anexos, Tabela II). Clonou-se estes fragmentos em
NheI / KpnI ou SphI (WchA). Transformaram-se os novos plasmídios na estirpe R36A e 
denominaram-se as construções por: pLF04aFtsWmCherry, pLF04aWchAmCherry e 
pLF04aWze14mCherry, respectivamente (Figura 3-D). 
A observação microscópica da estirpe R36A transformada com todos estes plasmídios 
revelou que as células permaneciam igualmente fluorescentes e com o mesmo fenótipo obser-
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vado nas células R36A contendo o plasmídio pLF04mCherry (a fluorescência estava dispersa 
pelo citoplasma da bactéria). Com o intuito de perceber a origem dessa fluorescência proce-
deu-se a uma análise em SDS-PAGE dos extractos proteicos de diferentes culturas incorpo-
rando os diferentes plasmídios. Esta análise revelou que as proteínas fluorescentes expressas 
por estes plasmídios tinham um padrão de migração de peso molecular idêntico às proteínas 
expressas pelo plasmídio pLF04mCherry em vez de diferentes padrões de migração, corres-
pondentes a diferentes proteínas de fusão, como esperado (dados não apresentados). 
A sequenciação a partir de zonas adjacentes usando os primers 9 e 10 (Anexos, Tabela 
II) do fragmento de DNA que codifica os diferentes derivados fluorescentes das proteínas 
FtsW, Wze e WchA identificou uma delecção de uma adenina que codifica a valina na 
sequência MVSKGEE da proteína mCherry. Esta delecção resultou numa alteração da grelha 
de leitura entre as proteínas em estudo e a proteína fluorescente.
Numa análise mais detalhada da sequência codificante da proteína mCherry presente 
no pROD17 verificou-se que a sequência aminoacídica MVSKGEE parece ser codificada por 
um conjunto de bases capazes de funcionar como um segundo local de ligação ao ribossoma,
estando a metionina da sequência espaçadora (DNMA), provavelmente, a ser lida como a 
primeira metionina da proteína. Para eliminar a possibilidade do uso deste segundo local de 
ligação ao ribossoma bem como colocar ambas as sequências na mesma grelha de leitura 
decidiu-se remover toda a região MVSKGEE assim como parte da sequência espaçadora pre-
sente no pROD17, mantendo a metionina da mesma. Assim, amplificou-se o plasmídio com o
primer 11 (18 no caso da WchA) e respectivo primer reverso de cada proteína (Anexos,
Tabela II). Digeriu-se as sequências de DNA resultantes com KpnI ou SphI (WchA), religou-
se e transformou-se em R36A. Designaram-se os plasmídios resultantes de:
pLF04bFtsWmCherry pLF04bWchAmCherry e pLF04bWze14mCherry (Figura 3 – E).
De modo a confirmar que cada plasmídio estava de facto a codificar para uma dife-
rente proteína de fusão fluorescente repetiu-se a análise em SDS-PAGE (Figura 6). Esta aná-
lise permitiu confirmar que, de facto, cada plasmídio codifica uma proteína de fusão fluores-
cente específica diagnosticada pelos distintos padrões de migração. Esta análise permitiu 
ainda verificar a diferença que existe no padrão de migração da proteína mCherry (31,5KDa) 
relativamente ao valor teórico previsto (26,2KDa). É de salientar que a metodologia utilizada 
permite que as proteínas sejam desnaturadas, contudo, este processo é insuficiente para per-
mitir a completa desnaturação do fluorocromo. Tal facto deve-se à ausência de um passo de 
fervura dos extractos, pelo que, as condições, nesta situação, não serão completamente des-
naturantes (14). Assim, estimou-se os seguintes pesos moleculares para as proteínas de fusão:
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a fusão FtsW-mCherry terá 71,8KDa mas deverá migrar a 77,1 KDa; a fusão WchA-mCherry
terá 79,1KDa mas deverá migrar a 84,4 KDa; a fusão Wze-mCherry terá 51,2KDa mas deverá 
migrar a 56,5KDa. Por fim, este SDS-PAGE permitiu também constatar que a forma de 
migração é distinta na proteína de fusão Wze-mCherry que apareceu sob a forma de arrasta-
mento enquanto todas as outras, sob a forma de uma banda bem definida.
Adicionalmente observou-se a localização destas proteínas fluorescentes em bactérias 
crescidas em C+Y a 37ºC.
Figura 6 – SDS-PAGE a 10% representando todos as fusões realizadas expressas em R36A.
Legenda: M – Marcador de pesos moleculares (KDa); 1 – pLF04FtsWmCherry 2 – pLF04WchAmCherry; 3 -
pLF04mCherry; 4 - pLF04Wze14mCherry; 5 - pLF04MCS 
Localização do derivado fluorescente de FtsW em S. pneumoniae
A FtsW foi usada como proteína controlo dado que, por imunofluorescência, já se 
conhece a sua localização na bactéria (24). Esperávamos deste modo poder localizar em S. 
pneumoniae o local onde a divisão celular está a ocorrer. 
Na análise de microscopia de fluorescência observou-se que o derivado fluorescente 
da proteína FtsW parece ser específico para a membrana por comparação com a fluorescência 
do plasmídio pLF04mCherry que é citoplasmática. (Figura 7A e 7B, respectivamente) Em 
todo o caso, não se verificou a esperada localização desta proteína fluorescente no local de
divisão, o que levantou dúvidas relativamente a funcionalidade deste derivado fluorescente.
A análise em gel de poliacrilamida revelou que o derivado fluorescente de FtsW tem 
aproximadamente 35,5 KDa (Figura 6). As nossas estimativas apontam para que esta mesma 
proteína de fusão tenha o peso molecular aproximado a 77,1 KDa. Sendo assim, o valor
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encontrado é muito inferior ao esperado pelo que deveremos estar, provavelmente, na pre-
sença de uma proteína de fusão truncada. 
Resultados idênticos foram obtidos para a estirpe capsulada ATCC6314 (dados não 
apresentados).
Localização do derivado fluorescente de WchA em S. pneumoniae
A WchA foi descrita como uma proteína membranar que é capaz de se incorporar na 
membrana de E. coli e cuja função em S. pneumoniae consiste, provavelmente, no adicionar 
do primeiro monossacárido ao precursor lipídico (10).  
Na análise de microscopia de fluorescência observou-se que o derivado fluorescente 
da proteína WchA pareceu apresentar um comportamento diferente da fluorescência expressa 
através do plasmídio pLF04mCherry – fluorescência citoplasmática. (Figura 7C e 7B, respec-
tivamente) Contudo, além da localização predominantemente membranar observou-se que, 
em certos casos, a fluorescência localiza-se no septo de divisão ou em estruturas específicas 
(Figura 7C).
Verificou-se que este conjunto de resultados é semelhante nas estirpes R36A e 
ATCC6314 porém, em ambos os casos os tempos de duplicação das estirpes contendo este 
plasmídio estão alterados (aumento de 6 min na estirpe R36A e de 12 min em ATCC6314) o 
que levou a sugerir que a expressão desta proteína em pneumococos estaria a interferir, de 
alguma forma, com o metabolismo da bactéria. De facto, na análise microscópica de fluores-
cência observou-se, em ambas as estirpes, o aparecimento de várias células disformes ou com 
aspecto lisado evidenciando-se a estirpe ATCC6314 onde esta morfologia era mais frequente 
(dados não apresentados).
A análise em SDS-PAGE revelou uma proteína com o peso molecular aproximado de 
43KDa que é inferior ao valor esperado, aproximadamente, 84,4 KDa (Figura 6). Assim, pro-
vavelmente, deveremos estar na presença de um produto truncado.
Localização do derivado fluorescente de Wze em S. pneumoniae
A Wze é uma proteína que foi descrita como predominantemente citoplasmática 
baseado no facto de numa extracção proteica diferencial ser esta a fracção onde esta proteína 
estava mais presente (30). Contudo defende-se a existência de um complexo membranar onde 
esta proteína, tal como outras proteínas codificadas pelo operão da cápsula, deverão co-existir 
Figura 7
A – pLF04FtsWmCherry em R36A       
A 
B
B – pLF04mCherry em R36A        
C – pLF04WchAmCherry em R36A          
C
D
Figura 7 – Localização das diferentes proteínas de fusão construídas .
D – pLF04WzemCherry em R36A    
E –pLF04WzemCherry em ATCC6314
E  
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e sintetizar os polissacarídeos capsulares (8, 46) de acordo com as semelhanças com a maqui-
naria de produção da cápsula do tipo 1 em E. coli (43).
Na análise de microscopia de fluorescência observou-se que o derivado fluorescente 
da proteína Wze pareceu apresentar um comportamento diferencial. Na estirpe não capsulada 
R36A a fluorescência, devida à proteína Wze-mCherry, encontrou-se espalhada pelo cito-
plasma (Figura 7 – D) contudo na estirpe capsulada ATCC6314 a fluorescência pareceu estar
maioritariamente concentrada numa estrutura que se assemelha ser o septo das células.
(Figura 7 – E). Para excluir a hipótese de que o derivado fluorescente da Wze estivesse a ser 
degradado ou processado na estirpe R36A, e assim justificar a diferença nas localizações, foi 
realizada uma extracção proteica e analisada em SDS-PAGE. Demonstrou-se assim que a 
proteína de fusão Wze-mCherry é produzida com tamanhos idênticos em ambas as estirpes
(Figura 9). A acrescentar a este facto, as nossas estimativas indicavam que o padrão de migra-
ção deste derivado deveria 56,5 KDa. O padrão de arrastamento que se verificou nesta 
migração, e que será discutido adiante, não permitiu retirar conclusões objectivas como se 
retirou para as restantes proteínas. Apesar disto, foi possível enquadrar este padrão de 
migração num intervalo (40KDa - 60 KDa) não se verificando as enormes diferenças que 
ocorreram para as outras proteínas. Assim, considerou-se que esta proteína de fusão estaria 
enquadrada nas estimativas. Não se verificaram alterações morfológicas nem no tempo de 
duplicação nas diferentes estirpes incorporando estes plasmídios.
Os dois factos descritos, padrão de fluorescência diferencial e enquadramento no 
padrão de migração estimado para SDS-PAGE levam-nos a pensar que este derivado fluores-
cente da Wze deverá estar funcional. Em todo o caso, são necessários estudos adicionais para 
podermos tirar esta conclusão de forma segura.
III – Localização do derivado fluorescente de Wze ao longo do ciclo celular de S. 
pneumoniae e especificidade de serotipo
A progressão do ciclo celular de S. pneumoniae foi observada através de fotografias 
sequenciais captadas entre períodos de 10 min de várias bactérias de uma cultura de 
ATCC6314 em processo de divisão. As lâminas, neste caso, foram incubadas no microscópio 
à temperatura ambiente. Com estes resultados definiram-se diferentes classes (I a V), em que 
a primeira classe corresponderia a uma bactéria que se tenha acabado de dividir e as classes 
posteriores a estádios mais avançados do ciclo celular tendo como base o comprimento da 
célula e o tamanho da invaginação septal. Tendo estas classes definidas analisou-se as foto-
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grafias, de aproximadamente 200 bactérias, expressando a proteína Wze-mCherry quer em 
R36A, quer em ATCC6314. Nesta análise, primeiro definiu-se para cada bactéria a classe que
pertencia e só depois se determinou o fenótipo de localização do derivado fluorescente da
Wze.
Os valores apresentados precedentes de somatório (∑) representam o número de ocor-
rências, em percentagem de células, enquadradas em cada classe (Figura 8, colunas do meio).
Cada classe apresentou ter fenótipos (localização da fluorescência) característicos mas não 
exclusivos (Figura 8, coluna da direita). A percentagem de ocorrências, em relação a cada 
classe, e cada estirpe foram determinados assim como a sua identificação e enquadramento no 
modelo de divisão celular de S. pneumoniae (Figura 8). 
Na classe I (Figura 8 – I), que representou 7,6% da população de bactérias ATCC6314 
expressando a proteína Wze-mCherry, a maioria da localização encontrou-se sob a forma de 
pontos naquilo no qual se pensam que possa ser os locais de início da invaginação para poste-
rior formação do septo – anéis equatoriais (38) (fenótipo de localização B). Existiu uma per-
centagem mínima de fluorescência citoplasmática (fenótipo de localização A), porém, a sua 
representatividade estatística é bastante baixa.
A classe II (Figura 8 – II) enquadrou células alongadas sem sinais de invaginação ou 
células onde os primeiros sinais de invaginação são ou, poderão ser, ligeiramente visíveis 
recorrendo a elevadas ampliações digitais. Nesta classe, a maioria da localização encontrou-se 
sob a forma de septos (fenótipo de localização C), tendo sido ainda registado, com baixa rele-
vância estatística, o fenótipo de fluorescência pontual idêntico à da classe anterior.
A classe III (Figura 8 – III) englobou células onde a invaginação septal é claramente 
visível e foi observado um único fenótipo: localização septal (fenótipo de localização C). 
Na classe IV (Figura 8 – IV) a localização observada teve como base a forma diploco-
cos onde a invaginação correspondia a, aproximadamente, 50% da largura da célula. Nesta 
classe, a fluorescência localizou-se sempre na forma de septo ou ponto derivados do primeiro 
processo de invaginação da membrana. Nesta classe a distinção dos diferentes fenótipos teve 
como base os estádios de formação de um novo septo nas células-filha, sendo os mais repre-
sentativos, com 81% das ocorrências, estados preliminares de formação septal (fenótipo de 
localização D e E), que podem ser equiparados aos fenótipos B e C, em cocos.  
Na classe V (Figura 8 – V), que se considerou como sendo o último estádio da divisão 
celular, evidenciou-se um fenótipo com os três septos completos que é comum à classe IV
(fenótipo de localização F). Contudo verificou-se um novo fenótipo maioritário que demons-
trou o desaparecimento de toda a forma de fluorescência associada ao primeiro processo sep-
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Figura 8 – Classificação fenótipica e proposta de interpretação e enquadramento no ciclo celular (ver figura 1 para 
legendagem) da localização da proteína de fusão Wze-mCherry (a vermelho) em ATCC6314 e R36A. 
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tal formado, aparecendo unicamente a fluorescência com o mesmo padrão nas células-filha
(fenótipo de localização G). 
Na estirpe R36A expressando a Wze-mCherry, encontrou-se uma situação completa-
mente diferente em que, independentemente das classes, a fluorescência do derivado de Wze 
localizou-se sempre no citoplasma (fenótipo de localização A, dados não apresentados).
Para compreender se a localização do derivado fluorescente de Wze verificada na 
estirpe ATCC6314 é específica do serotipo ou se está associado à existência de um polissaca-
rídeo capsular, transformou-se o mesmo plasmídio na estirpe ATCC10368, que pertence ao 
serotipo 9V. 
Realizou-se uma análise idêntica à anterior definindo-se em cada classe a forma diplo-
cocos como unidade, assim como um hipotético ponto de ruptura da cadeia que foi estimado a 
partir da orientação das células. Adoptou-se então, as classes IV e V estabelecidas para 
ATCC6314 e R36A e criou-se uma nova classe, a VI, onde o diplococos já estaria num estado 
mais avançado da divisão celular. Estas adaptações deveram-se ao facto de a maioria das 
células apresentarem longas cadeias de cocos (dados não apresentados).
Ao nível de localização, na classe IV, que se caracterizou essencialmente pelo tama-
nho da célula e ausência de sinais de invaginação verificaram-se duas localizações: nos anéis 
equatoriais e no septo. Observaram-se também fenótipos intermédios tal como descritos para 
a ATCC6314. Na classe V e VI denotou-se a diminuição e ausência, respectivamente, das 
localizações descritas anteriormente, estando todas as células a demonstram uma localização 
septal (Figura 10). De igual a modo, foi confirmado em SDS-PAGE a inexistência de altera-
ções ao nível de tamanho e padrão difuso de migração da proteína de fusão Wze-mCherry em 
ATCC10368 (Figura 9). 
Em suma, o padrão fenotípico do mesmo derivado da proteína Wze pareceu ser idên-
tico nos diferentes serotipos capsulados, no entanto, na estirpe não capsulada a localização é 
citoplasmática. Pensa-se então que possa ocorrer especificidade na localização desta proteína 
para as estirpes capsuladas.  
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Figura 9 – SDS-PAGE a 10% representado a comparação da fusão Wze-mCherry nas diferentes estirpes.
Legenda: M – Marcador de pesos moleculares (KDa); 1 – pLF04WzemCherry em R36A; 2 –
pLF04WzemCherry em ATCC6314; 3 - pLF04WzemCherry em ATCC10368 ; 4 – pLF04mCherry em R36A; 5 
– pLF04mCherry em ATCC6314; 6 - pLF04mCherry  em ATCC10368
Figura 10 – Localização do derivado Wze-mCherry em ATCC10368.
DISCUSSÃO
I – Metodologias e condições que permitem a expressão e visualização de proteínas fluo-
rescentes em S. pneumoniae
O principal obstáculo à utilização de GFP em S. pneumoniae deriva do facto deste 
microrganismo ser microaerófilo. Esta característica poderá não permitir uma correcta e fun-
cional conformação da GFP dado que é necessária a presença de oxigénio no meio para uma 
oxidação pós-traducional da proteína. Em 2000 foi descrita a construção e utilização de um 
plasmídio dotado de um promotor forte de expressão regulada (1) que codifica uma GFP 
modificada (23). No entanto, nunca foram descritos ensaios na área da biologia celular de S. 
pneumoniae.
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Com objectivo de co-localizar in vivo proteínas fluorescentes, construiu-se um 
conjunto de plasmídios codificando diferentes proteínas fluorescentes: CFP e YFP, que são 
derivados de GFP optimizados para emitir fluorescência a diferentes e distinguíveis
comprimentos de onda e, mCherry, uma proteína monomérica sintética optimizada (35).
Estes plasmídios foram construídos de modo a que os genes destas proteínas pudessem 
ser transcritos sob controlo de dois tipos diferentes de promotores que foram descritos como 
“promotor forte” e “promotor fraco” (20). Foram utilizados os dois promotores uma vez que 
níveis elevados de expressão das proteínas (como seria de esperar no caso da utilização ape-
nas do promotor forte) poderiam resultar em efeitos tóxicos para a bactéria.
A expressão das proteínas CFP e YFP nunca resultou em sinais de fluorescência sufi-
cientemente intensos, mesmo quando o promotor forte foi utilizado (Figura 4 – C3). Através 
da sequenciação confirmámos a ausência de mutações nos plasmídios utilizados. Não é tam-
bém provável que as modificações introduzidas nos genes codificantes para estas proteínas, 
para gerar novos locais de clonagem, tenham prejudicado a produção de fluorescência uma 
vez que foram já descritas alterações semelhantes em vários elementos derivados da GFP (18)
bem como mCherry (35).  
De entre as proteínas que testámos, a mCherry parece ser a única que consegue produ-
zir fluorescência em níveis suficientes para ser utilizada experimentalmente (Figura 4 – B2). 
A provável necessidade de menor presença de oxigénio no meio poderá explicar a fluorescên-
cia detectada, porém, não existe nenhum tipo de informação sobre as concentrações mínimas 
necessárias deste elemento para que se produza fluorescência, tanto nestas proteínas, como 
nas GFP. A provável necessidade de menor presença de oxigénio deriva do facto de se ter 
verificado que, de todas as mFruits, a mCherry é aquela que tem um tempo de maturação mais 
rápido (35). O ensaio que o levou a observar tal facto consiste em colocar em anaerobiose um 
conjunto de proteínas fluorescentes e depois sujeitá-las a condições de aerobiose. Com isto, 
determinou-se os diferentes tempos de maturação que serão na realidade dependentes do oxi-
génio das diferentes mFruits. A mCherry destacou-se imediatamente por ser a primeira a 
revelar fluorescência em condições detectáveis (35).
A incorporação em S. pneumoniae deste plasmídio, pLF04mCherry, com um promotor 
forte que expressa a proteína fluorescente a níveis que permitem detectar fluorescência, não 
têm implicações quer a nível morfológico quer da taxa de crescimento (Figura 4 – A2).
A criação dos plasmídios pLF05, contendo um promotor mais “fraco”, poderia ter res-
pondido à necessidade de expressar proteínas fluorescentes a níveis muito mais baixos. No 
entanto, o pLF05mCherry nunca demonstrou quaisquer sinais de fluorescência embora todas 
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as sequências necessárias para a produção da proteína mCherry estivessem correctas (Figura 4
– B4). 
Uma vez que o oxigénio é um factor determinante para a produção de proteínas fluo-
rescentes (37), estudamos a influência da concentração de oxigénio, bem como da fase da 
curva de crescimento, na expressão da fluorescência. Assim, começámos por testar a reprodu-
tibilidade do método assim como o comportamento da fluorescência nos diferentes estádios 
do crescimento bacteriano, onde verificámos que a expressão de fluorescência era sistemati-
camente reprodutível e com um padrão comum: decréscimo ao longo da curva de crescimento 
da cultura bacteriana (Figura 5 – A). 
Com o objectivo de tentar perceber se seria possível evitar este tipo de comportamento 
ou melhorar a fluorescência incubou-se a estirpe R36A transformada com os diferentes plas-
mídios em recipientes com uma diferente área da superfície em contacto com o ar (Figura 5 –
B, C e D). A partir destes resultados verificaram-se alterações significativas nas médias da 
fluorescência que parecem melhorar com o aumento da área em contacto com o ar. Num 
erlenmeyer com agitação (Figura 5 - D), a fluorescência parece ter um nível constante ao
longo da curva de crescimento. No entanto, apesar de não haver alterações no tempo de dupli-
cação, existe uma entrada precoce em fase de morte (medida pelo decréscimo da densidade 
óptica) o que justifica a diminuição verificada no último ponto e invalida a utilização desta 
metodologia. Assim concluímos que a utilização de tubos de maior diâmetro ou erlenmeyer, 
sem agitação, parecem constituir as melhores condições de incubação de culturas de S. 
pneumoniae para ensaios com proteínas fluorescentes como a mCherry. Ao mesmo tipo de 
ensaio foram sujeitos ainda os plasmídios incorporando as proteínas fluorescentes CFP e YFP 
assim como o plasmídio pLF05mCherry. No entanto, não ocorreram melhoramentos signifi-
cativos nas fluorescências verificadas.
Adicionalmente determinámos ainda que poderíamos estimular esta fluorescência 
aquando da preparação da cultura para visualização microscópica, sendo suficiente o ressus-
pender das bactérias em meio novo ou PBS (Figura 5 – E).
Dado que o plasmídio pLF04mCherry permitia a expressão de fluorescência sem 
qualquer sinal de toxicidade não se continuaram com os estudos dos plasmídios 
pLF05mCherry, pLF04CFP e pLF04YFP.
Em suma, foi desenvolvido um plasmídio capaz de produzir proteínas fluorescentes 
sem qualquer sinal de toxicidade para a bactéria. Do mesmo modo, observámos ser possível 
aumentar a fluorescência alterando as condições de crescimento da cultura sem consequências 
observáveis para o metabolismo bacteriano.
23
II – Construção das proteínas de fusão e estudo da sua localização em S. pneumoniae
A descrição da construção de proteínas de fusão com as proteínas que se pretende 
estudar, ou homólogos, levou a que se escolhesse uma estratégia semelhante de construção 
dos derivados fluorescentes das mesmas (14, 16, 34). Isto é, elaboraram-se construções em C-
terminal relativamente à proteína nativa em estudo.
Numa análise detalhada da sequência de DNA da proteína mCherry no plasmídio 
pROD17 verificou-se que a sequência MVSKGEE é codificada por um conjunto de bases que 
podem funcionar como um segundo RBS em pneumococos. No plasmídio pLF04mCherry
não é possível distinguir se existe a produção de proteína a partir dos dois locais possíveis de 
iniciação visto a distância entre ambos ser muito curta. Porém, o aumento dessa distância, no 
caso da criação de proteínas de fusão, poderá levar à observação de duas sinalizações fluores-
centes em pneumococos correspondentes à proteína de fusão e apenas a mCherry. Assim, 
optou-se por eliminar, à partida, essa possibilidade e amplificou-se o plasmídio removendo a 
sequência MVSKGEE (Figura 3 – E) que se sabe que não introduzir modificações nos níveis 
de fluorescência (35).
A proteína FtsW foi usada como proteína controlo de modo a poder localizar-se em S. 
pneumoniae o local da divisão celular. Expectável seria a localização desta proteína, já deter-
minada por imunofluorescência, ao nível septal, onde esta faz uma estrutura semelhante a um 
anel, e ao nível dos anéis equatoriais (25), porém, os nossos resultados revelaram que estáva-
mos na presença de uma proteína truncada pelo que não se poderá concluir nada da análise de 
fluorescência (Figura 6). Contudo, de acordo com estas últimas observações, a fluorescência é 
claramente membranar o que nos leva a sugerir que existe, no mínimo, um domínio trans-
membranar no derivado (Figura 7- A). Uma análise da topologia descrita e por comparação 
com o peso molecular verificado (35,5 KDa aproximadamente) leva-nos a sugerir que o local 
de clivagem será imediatamente após o maior domínio extra-citoplasmático encontrado (16).
WchA é homólogo de WbaP de S. enterica, cuja função consiste provavelmente no 
adicionar do primeiro monossacárido ao precursor lipídico (10). Sabe-se que WbaP é uma 
proteína membranar e cuja sua função está dependente da sua associação à membrana (40).
De acordo com o descrito, encontrámos uma localização maioritariamente membranar
(Figura 7 – C). Porém, em alguns casos esta localização indicou estar presente no septo e sob 
a forma de um ponto numa área correspondente aos anéis equatoriais ou dois pontos sobre as 
mesmas áreas. Contudo estas observações são também resultado de uma proteína truncada 
pelo que não é possível determinar a origem do processo biossintético de produção da cáp-
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sula. O mesmo tipo de análise aplicado à FtsW foi efectuado a esta proteína e, curiosamente, 
o local previsto de clivagem possui características muito parecidas com o da FtsW: imediata-
mente após o maior domínio extra-citoplasmático previsto (16, 34) e está de acordo com o 
peso molecular da versão truncada, funcional e suficiente para se localizar na membrana de E. 
coli (34).
A Wze é uma proteína homóloga da Wzc que se sabe estar envolvida na produção da 
cápsula do tipo 1 de E. coli (43). Pensa-se que a Wze faça parte de um complexo membranar 
(8, 46), porém, verificou-se ser possível recuperá-la predominantemente numa fracção cito-
plasmática (30). A localização da proteína de fusão Wze-mCherry observada em ATCC6314 
é extremamente específica e diferente da localização do mCherry (citoplasmática) e da pro-
teína de fusão FtsW-mCherry (membranar). Muito interessante é o facto da proteína Wze-
mCherry se localizar maioritariamente numa estrutura que se pensa ser septo, na estirpe cap-
sulada ATCC6314 e na não capsulada R36A estar espalhada pelo citoplasma (Figura 7 D e 
E). Este comportamento diferencial nas diferentes estirpes sugere que este derivado fluores-
cente de Wze estará funcional, já que, foi excluída a hipótese de uma possível alteração / 
degradação proteolítica ocorrer na estirpe R36A. Sendo assim esperamos que a localização da 
proteína Wze seja dependente de, provavelmente, uma das outras proteínas reguladoras da 
síntese da cápsula ainda que esta seja uma proteína citoplasmática, visto que, o padrão fenóti-
pico na R36A ser citoplasmático. Em determinadas condições esta proteína poderá associar-se 
à membrana na zona do septo, directa ou indirectamente. A investigação nesta área terá de ser 
aprofundada.
O papel da fosforilação / não-fosforilação da proteína Wze ainda está por esclarecer 
(6, 30). Pensa-se que o mecanismo esteja dependente das proteínas Wzd e Wzh (6, 7, 28, 29
30). Estes diferentes estados de fosforilação / não fosforilação poderão ser a justificação para 
a detecção de fluorescência difusa que ocorre, desta proteína, em géis de poliacrilamida 
(Figura 9) mas que, no entanto, está de acordo com o tamanho molecular estimado da proteína 
de fusão. Observações idênticas são registadas aquando de uso de anticorpos anti-fosfotiro-
sina, no entanto, anticorpos anti-cspD revelam duas bandas distintas (6, 7, 28, 30).
De salientar que todas estas proteínas estão a ser expressas através de um plasmídio 
com um promotor forte pelo que a quantidade de proteína fluorescente produzida poderá estar 
a interferir com os resultados observados.
III - Localização do derivado fluorescente de Wze ao longo do ciclo celular de S.
pneumoniae e sua dependência no serotipo capsular.
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Por homologia à produção da cápsula de tipo 1 de E. coli pensa-se que a Wze faça 
parte de um complexo membranar que exporta e polimeriza os oligossacáridos precursores da 
cápsula além de regular o comprimento e quantidade de cápsula a ser produzida (43).
Quando Wze-mCherry foi expressa em R36A a localização observada foi citoplasmá-
tica (Figura 7 - D). No entanto, quando a mesma proteína de fusão foi expressa na estirpe a 
partir da qual a Wze foi amplificada, ou seja, na ATCC6314, onde também existirá uma cópia 
cromossomal idêntica, a localização da Wze-mCherry foi diferente: a proteína foi observada 
no septo e nos anéis equatoriais (Figura 7 – E). Sendo assim, poderemos inferir que a Wze é 
uma proteína citoplasmática que em determinadas circunstâncias pode-se associar à mem-
brana ou ao septo. A localização septal e nos anéis equatoriais poderá ser dependente, por 
exemplo, da presença de uma outra proteína, codificada no operão da cápsula, sendo a Wzd 
forte candidata a tal.
Para estudar a localização de Wze-mCherry ao longo do ciclo celular um conjunto de 
fotos sequenciais foram tiradas a uma cultura celular de ATCC6314. As células foram dividi-
das em cinco classes de acordo com a sua morfologia e tamanho de acordo com o modelo de 
divisão celular descrito (24) (Figura 8, coluna da esquerda).
Na classe I estão enquadradas cocos de tamanho normal que não apresentem qualquer 
protuberância ou sinal de invaginação. Numa perspectiva de ciclo celular, são células que se 
encontram numa fase onde provavelmente estão a ocorrer os processos precedentes necessá-
rios para o processo de divisão. Toda a maquinaria de divisão celular, incluindo o FtsZ visto 
que não existe invaginação visível, dever-se-á encontrar localizada ao nível dos anéis equato-
riais. Foram incluídos nesta classe 7,6% das bactérias observadas. A nível da localização do 
Wze-mCherry observou-se uma fluorescência localizada sob a forma de pontos opostos na 
zona do anel equatorial em 93,3% das bactérias, que considerámos ser a totalidade das células
(Figura 8 - I). Pensamos que esses pontos fazem parte dos anéis equatoriais pelo que sugeri-
mos, acrescentando ao modelo proposto (24), que além das proteínas Fts e das proteínas PBP 
também a Wze, responsável pela polimerização da cápsula se encontra recrutada nos anéis 
equatoriais nesta fase do ciclo celular.
A classe II constitui aproximadamente 1/3 da população analisada e é caracterizada 
pelo início da formação septal onde apenas a FtsZ já não se deverá encontrar nos anéis equa-
toriais. Nesta classe incluímos também células que estejam alongadas o que será indicativo de 
que a síntese não septal da parede celular já terá sido iniciada. Nesta categoria encontramos 
duas localizações para a Wze-mCherry. Numa minoria das células encontramos a localização 
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sobre a forma de pontos opostos na zona do anel equatorial, o que sugere que a localização do 
derivado do Wze é, nesta altura, independente do FtsZ visto já se observar invaginação septal 
da membrana. Provavelmente, já terá ocorrido a deslocalização do FtsZ dos anéis equatoriais 
para o septo. No entanto, não é possível excluir que a localização nos anéis equatoriais nesta 
fase se deva não a um atraso no ciclo celular mas sim a uma pequena síntese periférica da 
cápsula nesses mesmos anéis. A principal localização registada em 94,3%, das bactérias 
incluídas nesta classe, tem um padrão septal, coincidente com a esperada distribuição da 
PBP2x e PBP1a (24) (Figura 8 – II).
Destas duas classes podemos já inferir que a localização do Wze-mCherry parece ser 
independente da maquinaria envolvida na invaginação membranar, contudo, parece estar 
intimamente associada à maquinaria de produção da parede celular revelando uma elevada 
probabilidade de que a síntese da cápsula apenas ocorra num local: no septo.
Na classe III incluímos células com uma invaginação septal já bem definida e onde 
provavelmente já a síntese periférica e septal da parece celular se encontram em estados avan-
çados. A única localização de Wze em bactérias agrupadas nesta classe é a septal (Figura 8 –
III). Este resultado corrobora a ideia de que a síntese da cápsula ocorre no septo e não na peri-
feria. 
Na classe IV incluímos os diplococos recém-formados. Nesta classe a invaginação 
septal corresponde a aproximadamente 50% da distância transversal da célula e cada uma das 
células-filha aparenta ter a dimensão de uma célula normal. Nesta classe foram observadas 
três padrões de localização distintos que, na realidade, podem corresponder apenas a tempos 
diferentes no processo de divisão celular. Em todos eles a sinalização da fluorescência septal, 
septo esse que foi primeiramente formado parece corroborar a ideia de acompanhamento da 
síntese do peptidoglicano ao nível do septo. Localizações intermediárias são observadas nas 
células-filha (Figura 8 - IV estando de acordo com as ideias já descritas anteriormente para os 
cocos: o aparecimento inicial de dois pontos no anel equatorial com posterior localização 
septal (Figura 8 - II e III).  
Na classe V incluímos diplococos onde a invaginação septal está avançada e quase 
concluída. As células-filha começam a manifestar os primeiros sinais de alongamento e/ou 
septação. Os padrões de localização observados, sendo que na maioria dos casos aparecem 
três septos, são indicativos de que as próprias células-filha já iniciaram a síntese de uma nova 
parede que irá dar origem à sua descendência. Nesta classe encontramos ainda bactérias onde 
o primeiro septo já não demonstra qualquer sinalização. São estados mais avançados do ciclo 
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celular onde cada uma das células-filha já iniciou o processo de invaginação membranar 
assim como síntese da parede na periferia e no septo (Figura 8 – V).
Todo este padrão de localização descrito leva-nos a sugerir que a síntese da cápsula 
acompanha exclusivamente a síntese do septo, não havendo, tal como acontece para a síntese 
do peptidoglicano, dois locais de síntese. O facto da localização da proteína de fusão Wze-
mCherry ser dependente da estirpe em que é expressa leva-nos a sugerir que esta construção é 
funcional, contudo, mais estudos são necessários confirmar a actividade da mesma.
Está descrito um provável regulador para a síntese da peptidoglicano: a PBP3 (25). No 
caso da síntese da cápsula foi sugerido que os estados de fosforilação da Wze seriam os facto-
res de regulação e que estes estariam dependentes da Wzh e Wzd (6, 7, 28, 29, 30). Na estirpe 
não capsulada, a R36A só existe uma localização para Wze-mCherry – citoplasmática – tendo 
sido excluída a hipótese de degradação proteica da proteína de fusão nesta estirpe onde a 
maior parte do operão foi removido (17). Esta ideia corrobora a dependência da localização da 
Wze de outras proteínas codificadas no operão da cápsula, sendo a Wzd uma forte candidata. 
Para verificar então se a localização do derivado da Wze (ATCC6314) era dependente 
do serotipo da estirpe em que é expressa transformou-se a ATCC10368, do serotipo 9V, com 
o plasmídio que codifica para o derivado fluorescente da Wze em ATCC6314. De um modo 
semelhante foram definidas classes e verificou-se um padrão de localização idêntico em 
ambas as estirpes ao longo do ciclo celular. Assim para os dois serotipos, os factores necessá-
rios à localização de Wze são suficientemente semelhantes para permitir a localização cor-
recta de proteínas de alelos diferentes no mesmo serotipo (Figura 10)
IV – Perspectivas futuras
Nesta tese deram-se os primeiros passos no estudo da biologia celular dos processos 
biossintéticos de S. pneumoniae recorrendo à utilização de proteínas fluorescentes. A constru-
ção de diferentes plasmídios teria como objectivo a localização de diferentes proteínas in vivo
que seriam distinguidas pela proteína fluorescente associada. Desconhece-se as razões pelas 
quais as proteínas CFP e YFP estariam a produzir níveis tão baixos de fluorescência. Uma 
análise à quantidade de proteína produzida assim como, se necessário, uma reacção de poli-
merização em cadeia em tempo real para determinação da quantidade de transcrito produzida, 
poderão ser realizadas. Contudo, não deveremos excluir que estas diferenças possam ser sim-
plesmente uma questão de diferentes necessidades de oxigénio para a conformação final da 
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proteína fluorescente. De recordar que as proteínas GFP e as proteínas mFruits têm origem 
em organismos diferentes.
Outro passo necessário será melhoramento destes plasmídios introduzindo-se um 
mecanismo de regulação ao nível de promotor e ainda uma nova sequência de espaçamento 
entre as proteínas em estudo e a proteína fluorescente. Estes melhoramentos poderão levar à 
diminuição do sinal de fundo da fluorescência que talvez possa ser resultante de sobre-expres-
são nos plasmídios descritos. A ausência de uma sequência espaçadora apropriada poderá ser 
o motivo de clivagem dos derivados fluorescentes da FtsW e WchA. A introdução de uma 
sequência desse tipo poderá eliminar essa situação. 
Ao nível do derivado da Wze-mCherry criado, o estudo poderá seguir numa linha de 
investigação onde se deverá demonstrar a funcionalidade do mesmo. Uma estratégia de com-
plementação do plasmídio em mutantes desta proteína é uma hipótese a considerar. Poder-se-
á também equacionar o papel dos estados de fosforilação na localização da proteína onde se 
poderão criar os mutantes nos domínios de tirosina (29) ou por complementação, em R36A, 
ou delecção na ATCC6314. Assim poder-se-á determinar qual ou quais os factores que restau-
ram, ou destroem, o padrão de localização observado e quais as implicações que têm para a 
estrutura capsular.  
Por fim, parece crucial o enquadramento da localização das principais proteínas 
envolvidas na síntese da cápsula, na síntese da parede celular e/ou no processo de divisão 
celular. Para tal, a imunofluorescência poderá auxiliar este estudo, contudo, in vivo proteínas 
como as PBP ou Fts poderão e deverão ser também alvo de uma estratégia semelhante à 
desenvolvida nesta tese.
V – Conclusões
Nesta tese demonstra-se que é possível realizar estudos com fusões de proteínas 
fluorescentes a proteínas nativas em S. pneumoniae em condições que não manifestam 
nenhum sinal de toxicidade para as bactérias.
Do conjunto de construções, a Wze é a única que manifesta sinais de funcionalidade. 
Pelos resultados obtidos e no contexto do modelo de descrito (24) do posicionamento das pro-
teínas necessárias à divisão celular, o derivado de Wze parece seguir um padrão de localiza-
ção semelhante à PBP2x e PBP1 que coordenam a síntese da peptidoglicano no septo. Sendo 
a Wze a hipotética polimerase dos polissacarídeos da cápsula sugere-se então que a biossín-
tese da cápsula apenas decorre num único local da célula: no septo. 
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Tabela I – Estirpes e plasmídios utilizados neste estudo
Estirpe Plasmídio Marca de 
Resistência
Serotipo Referência
Escherichia coli
DH5α pROD17 Ampicilina - Fornecido por D. Sherrat 
(Oxford, UK)
pMUTIN-CFP Ampicilina - (18)
pMUTIN-YFP Ampicilina - (18)
S. pneumoniae
R36A - - (5)
R6 pLS578 Tetraciclina - (20)
IATCC 6314 - - 14 Fornecido por M. Ramirez 
(IMM)
ATCC 10368 - - 9V Fornecido por M. Ramirez 
(IMM)
- pLF04MCS Tetraciclina - Neste estudo
- pLF04mCherry Tetraciclina - Neste estudo
- pLF04bWze14mCherry Tetraciclina - Neste estudo
- pLF04bWchACherry Tetraciclina - Neste estudo
- pLF04bFtsWmCherry Tetraciclina - Neste estudo
- pLF05mCherry Tetraciclina - Neste estudo
Tabela II – Primers utilizados neste estudo
Número Nome Sequência
1 FWPLS02 AGCTAGCAACCATGGATTAGATCTCAGAATTGCAGATAGGC
2 RVPLS04 AGCTAGCCTACCTCCTTAAGC
3 FWPROD03 AGCTAGCATGATTACGGGTACCAGCTCGGC
4 RVPROD03 AACCATGGCCTACACCCGGGTTACATAGAGCGGCCGCCTTGT
ACAGCTCGTCCATGC
5 FWPMUTINFPS AGCTAGCATGGGTACCGAGCTCGTGACAAGGGCGAGGAGCT
GTTCACC
6 RVPMUTINFPS AACCATGGCACTAGTTTACATATGAGCGGCCGCCTTGTACAG
CTCGTCCATGCCG
7 pLF-10FW TGGCATGCATGGTATAATAAGCTTAAGGAGG
8 pLF-10RV ATGCATGCAGCTCACAACAAAAAATGAGTAAGGC
9 FWB GGTATTGCAATTGTAGGTGG
10 pLSRV GGCCTATCTGACAATTCCTG
11 pROD03/pLF04W02 GCAGGTACCATGGCTATCATTAAAGAG
12 FtsWFw CAGCTAGCATGAAGATTAGTAAGAGGCAC
13 FtsWRV ACCGGTACCCTTCAACAGAAGGTTCATTGG
14
15
16
17
18
WchAFW
WchARV/Sph I
WzeFW14
WzeRV14
pROD03/pLF04W02 Sph
CGGCTAGCATGGATAAAAAAGGATTGG
ACCGCATGCCTTCGCTCCATTTCTCATAAATACAA
AAGCTAGCATGCCAACGTTAGAAATCTCACAGG
ACCGGTACCTTTTTTATTTTTCCCGTAATCTCC
GCAGCATGCATGGCTATCATTAAAGAG
I
